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(57) Abstract: Disclosed is a bisphosphonic acid derivative of general formula (I), wherein represents H, OH, Ci-Cs alkyl, Ci-Ce 
alkoxy, Ci-Cg hydroxyalkyl, Ci-Ce aminoalkyl, Ci-Ce haloalkyl, X represents a direct bond, alkylene group comprising 1 to 20 carbon 
atoms, (CH3)in-(OCR^HCH2)n-(0)<SB>0</SB>-, wherein R^ represents H or CH3 while m represents 0 or a number from 1 to 6, 
n represents a number from 1 to 10, especially 1 to 6, and o represents 0 or 1, -(CR'^HCH20)p-, wherein R"^ represents H or CH3, p 
represents a number from 1 to 10, particularly 1 to 6, (CH3)q-(OCR ^HCH2)r-(0)s-(CH3)t-, wherein R^ represents H or CH3 while q 
represents 0 or a number from 1 to 6, r represents a number from 1 to 10, especially 1 to 6, s represents 0 or 1, and t represents a 
number from 1 to 6, and R^ represents a radical of formula (11) or a fatty alkyl radical or fatty acid radical comprising 8 to 22 carbon 
atoms. The inventive compound can be used for producing liposomal preparations as well as medicaments utilized for the treatment 
of animals and humans. 

(57) Zusammenfassung: Es wird ein Bisphosphonsaure-Derivat mit der allgemeinen Formel (I) beansprucht (I) worin R^ ist H, 
OH, Ci,-C6-Alkyl, Ci,-C6- Alkoxy, Ci,-C6-Hydroxy alkyl, Ci,-C6-Aminoalkyl, Ci,-C6Halogenalkyl ist, X ist eine direkte Bindung, 
Alkylengruppe mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen, (CHs),^ (OCR3HCH2)n,-(0)o,-, worin H oder CH3 bedeutet und m fur 0 oder 
eine Zahl von 1 bis 6, n fiir eine Zahl von 1 bis 10, insbesondere 1 bis 6, und o fiir 0 oder 1 steht, -(CR'^HCH20)p , worin R"^ H oder 
CH3 bedeutet, p fur eine Zahl von 1 bis 10, insbesondere 1 bis 6, steht, (CH3)q-(OCR 5HCH2)r-(0)s- (CH3)t-, worin H oder CH3 
bedeutet, und q fiir 0 oder eine Zahl von 1 bis 6, r fiir eine Zahl von 1 bis 10, insbesondere 1 bis 6 und s fiir 0 oder 1 und t fiir eine Zahl 
von 1 bis 6 steht, und R^ ein Rest mit der Formel (11) ist (11) oder ein Fettalkylrest oder Fettsaurerest mit 8 bis 22 KohlenstofiPatomen. 
Die beanspruchte Verbindung kann zur Herstellung liposomaler Zubereitungen und zur Herstellung von Medikamenten, die zur 
Behandlung von Tieren und Menschen verwendet werden, eingesetzt werden. 
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LIPID-DERIVATISIERTE BISPHOSPHONSAURE DERIVATE 



Die vorliegende Erfindung betrifft Cholesteryl-3-hydroxy-bisphosphonsaureverbindungen und 
deren ISslichen Saize oder Hydrate und pharmakologisch wirksame Konjugate, ein 
Verfahren zu ihrer Herstellung sowie deren Verwendung zur Behandlung von Erkrankungen. 

Hintergrund 

Phosphonsaure-Derivate und ihre technische Anwendung 

Phosphonsauren sind organische Bestandteile, die eine oder mehrere C-PO(OH)2- 
Gruppe(n) mit stabilen, kovalenten Kohlenstoff-Phosphor-Blndungen aufweisen. 
Phosphonate sind effektive Chelat-Komplexbildner fur di- und trivalente Metallionen. Die 
meisten Phosphonate sind den Aminocarboxylaten, wie EDTA, NTA und DTPA, sehr 
ahnlich, AuBerdem inhibieren sie auch sehr wirksam Kristallwachstum und Korrosion. 

Aufgrund dieser Eigenschaften werden sie bei zahlreichen technischen und industriellen 
Anwendungen eingesetzt. Ein wichtiger Einsatz In der Industrie ist ihr Gebrauch in 
KQhIwasser, Entsalzungssystemen und auf Olfeldern, urn die Korrosion zu inhibieren. 
Sowohl in der Textilindustrie als auch in der Papier- und Zellstoff-Herstellung werden 
Phosphonate als Stabilisatoren fQr Bleichmittel venA^endet, indem sie als Chelat- 
Komplexbildner fungieren, die das Peroxid inaktivieren konnen. Ein Beispiel aus der Umwelt 
fur den Gebrauch von Phosphonaten ist das Glyphosat (N-Phosphonomethylglycin), ein 
nicht-selektives Herblzid, welches das Pflanzenwachstum durch die Hemmung einer 
biochemischen Kaskade kontrolliert. 

Polyphosphate stellen Polymere (Kondensationsprodukte) von Orthophosphat-Resten dar, 
die durch energiereiche Phosphoanhydrid-Bindungen (Sauerstoff-BrQcken) gebunden sind. 
Polyphosphat (PolyP) wird im menschlichen Korper synthetisiert und ist in fast alien Zellen 
vorzufinden. Der grofSte Anteil an PolyP ist in den knochenbildenden Osteoblasten 
anzutreffen. PolyP hat viele Funktionen, abhangig davon, welcher Korperabschnitt in 
Betracht gezogen wird, Es speichert energiereiches Phosphat, komplexierendes Calcium 
Oder andere divalente Kationen, es fungiert ais Gegenion fur basische Aminosauren oder als 
Regulator des intrazellularen Spiegels von Adenylatnucleotiden. 
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PolyP wird hSufig in Zahnpasten verwendet, well angenommen wird, dass es die 
Kariesbildung verhlndert was zurQckgefQIirt wird auf die Fahigkeit, Hydroxylapatit 
mlneralisieren zu kSnnen und sowolil dessen Azidltat als auch dessen Loslichkeit verringern 
zu konnen . 

Die Gruppe der Bisphosplionate wird zur Behandlung von verscliiedenen 
Knochenerkrankungen und Erkrankungen, die den Calcium-Metabolismus betreffen, 
eingesetzt. 

Bispliosphonate sind Pyrophospliat-Analoga, bel denen die Sauerstoffbrucke durch ein 
Kohlenstoffatom mit variierenden Seitenketten ersetzt wird. Die P-C-P Gruppe ist gegenuber 
enzymatisclier Hydrolyse resistent, aus diesem Grund werden Bisphospiionate nicht im 
KOrper metabolisiert. Bisphosphonate konnen in drei Generationen eingeteilt werden. Sie 
unterscheiden sich in der Substitution des Wasserstoffes durch verschiedene Seitenketten 
an zwei mogliclien Positionen im Molekul. Alkyl-Seitenketten (z.B. Etidronat) 
cliarakterisieren die erste Generation. Die zweite Generation der Bispliosplionate umfasst 
die Amino-Bisphosphonate mit einer terminaien Aminogruppe (z.B. Alendronat), 
Seitenketten, die Ringe aufweisen, sind typisch fur die dritte Generation (z.B. Zolendronat). 

Medizinische Anwendungen von Phosphonaten 

In der Knoclien-Szintigrapliie werden Pliosplionate als Diagnostika eingesetzt. Einlge 
verschieden markierte Phosplionate, wie z.B. ^^'"TC-markierte Phosplionate oder ^^®Re- 
Kompiexe werden als radioaktive Marker verwendet, urn im Skelett das Vorhandensein, den 
Ort und das AusmaS von Krankfieiten, wie Osteomyelitis, Knochen-Neoplasien, Arthritis 
Oder von Knocheninfarkten darzustellen. 

Die wichtigste pharmakologische Wirkung von Bisphosphonaten ist die Hemmung der 
Knochenresorption. Sie haben wie das Pyrophosphat eine hohe Affinitat zum Hydroxylapatit, 
dem Hauptbestandteil vom Knochen, und verhindern sowohl dessen Wachstum als auch 
dessen Auflosung. Ausserdem inaktivieren sie knochenabbauende Zellen, Osteoklasten 
genannt, indem sie ihre Apoptosis herbeifQhren, Normalerweise arbeiten die Osteoklasten 
mit den knochenaufbauenden Zelien, den Osteoblasten, zusammen, urn den bestehenden 
Knochen wieder aufzubauen. Sie visieren Knochenareale an, die eine hohe 
Osteoklastenaktivitat aufweisen und sie tragen dazu bei, dass das normale Verhaltnis 
zwischen Osteoblasten- und Osteoklasten-Aktivitat wiederhergestellt wird. 
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Bisphosphonate kommen in der Therapie von Knochenkrankheiten zum Einsatz, zumeist be! 
Morbus Paget, Hypercalcamie, Osteoporose und Neoplasien. 

Ein weiterer Vorteil dieser Gruppe ist, dass sie die Apoptose von Tumorzellen bewirken 
k5nnen. Desfialb spielen sie in der Krebstherapie eine grolie Rolle (z.B. bei Brustkrebs, bei 
Metastasen, bedingt durch Prostatakrebs, oder beim Multiplen Myelom). 

Derivate. die aus acyclisclien nucleosidisclien Phosplionaten bestehen (z.B. Zidofovir oder 
Tenofovir) sind wirksam gegen eine groBe Vielfalt von DNA-Viren und Retroviren 
verursacfite Erkrankungen. Acyclische nukleosidische Piiosphonate (ANPs) sind Analoga, 
bei denen ein Phosplionat Qber eine aiiphatische Kette durch eine Etiierbindung an ein Purin 
Oder ein Pyrimidin gebunden ist. Sobald diese Analoga in der Zelle phospiioryliert werden, 
konkurrleren sie mit den naturlicli vorkommenden Nukieotiden bei der Nukleinsaure 
Synthese, folglich wird die Virusreplikation in den infizierten Zellen herabgesetzt oder 
verhindert. 

Die antivirale Wirksamkeit von ANPs wird auch in der Tiermedizin ausgenutzt. Sie sind 
potente Inhibitoren des Feline Immunodeficiency Virus (FIV). FIV ahnelt dem Hl-Virus in 
Bezug auf morphologische, physikalische und biochemische Eigenschaften. 

Zielgerichtete Applikation von Wirkstoffen / zielgerichtete Liganden 

Aufgrund der aulSergewohnlichen Affinitat der BIsphosphonate zu Hydroxylapatit wurde auch 
ihre Eignung fur die zielgerichtete Applikation von pharmakologisch wirksamen Substanzen 
am Knochen untersucht. Ein Beispiel dafur ist die Verbindung von dem Bisphosphonat, 
welches eine hohe Affinitat zum Knochen aufweist, und Wachstumsfaktoren (z.B. Bovines 
Serum Albumin), die die Fahigkeit besitzen, das Knochenwachstum zu stimulieren. 
Radioisotope, antineoplastische Wirkstoffe und anti-inflammatorische Substanzen sind auch 
bereits an diese zielgerichteten Liganden gebunden worden 

Der Ausdruck „zielgerichtete Wirkstoff-Applikation,, umfasst Substanzen, die eine 
zeitkontroliierte Abgabe, eine organspezifische Applikation, Schutz, verlangerte in vivo 
Wirkung und eine Abnahme der Toxizitat der Wirkstoffe ermoglichen. Viele Tragersysteme, 
wie z.B. Polymere, Nanopartikel, Mikrospheren, Mizellen, Protein-TrSgersysteme, DNA- 
Komplexe, wie auch Liposomen, sind angewendet worden, um die Zirkulationszeit von 
verschiedenen [\/lolekQlen zu verlangern, um sie an die gewQnschten Wirkorte zu bringen, 
und um sie vor dem Abbau im Plasma zu schQtzen. Liposomen wurden bisher als 
Wirkstofftrager sehr vielseitig eingesetzt. Sie weisen koiloide, vesikulare Strukturen auf der 
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Basis von (Phospho)"-Upid-Doppelmembranen auf. Wegen dieser strukturellen 
Eigenschaften konnen sie sowohi hydrophile als auch hydrophobe MolekQIe einlagern. 
Aul^erdem sind Liposomen bioabbaubar und im Wesentlichen ungiftig, da sie aus 
naturlichen BiomolekQIen bestehen. 

Ein limitierender Faktor der Liposomen als Wirkstofftrager stellt ihre Zersetzung durch 
Makrophagen (Kupfer-Zellen) in der Leber und der Miiz direkt nach intraven5ser Gabe dar. 
Die Geschwindigkeit und der Umfang ihrer Aufnahme ist abhSngig von der Membran- 
Rlgiditat, der Liposomen- Grolie und der Dosis. Eine Modifikation der Liposomenoberflache 
kann den unerwQnschten Abbau durch Makrophagen vermindern. Durch das Anbinden von 
PEG-Einheiten an die SulSere l\/lembran kann die Zirkulationszeit deutlich erhaht werden 
(langzirkulierende Liposomen). Alternativ kdnnen auch zielgerichtete Molekule (homing 
molecules) an die Liposomdoppelschichten angeheftet werden, um diese Strukturen 
spezifisch fur den Wirkort zu machen, z.B. Immunoliposomen (Liposomen, die an ihrer 
OberflSche kovalentgebundene Antikorper als zielgerichteten Liganden aufweisen), diese 
konnen auch mit langzirkulierenden Eigenschaft ausgestattet sein. 

Passive zielgerichtete Applilotion 

Langzirkulierende Liposomen haben die Tendenz, in Geweben zu akkumulieren, welche ein 
durchldssiges Endothelium aufzeigen. Diese „passiven Eigenschaften der zielgerichteten 
Applikation,, sind sehr nutzlich fur die zielgerichtete Applikation an Tumorgeweben, da die 
Anordnung der Blugefsil^e der meisten Tumore ausreichend durchl3ssig fur Liposomen ist. 
Da auBerdem das lymphatische Gewebe in Tumoren zumeist nicht voll entwickelt ist, neigen 
die extravasierten Liposomen dazu, im Zwischenraum der Tumorgewebe zu bleiben. 
Langzirkulierende Liposomen wurden haufig als Trager fQr Krebstherapeutika eingesetzt, 
wie Z.B, Doxorubicin, Cisplatin, Vincristine und Camphotecin. 

Cholesterol 

Cholesterol ist von der Struktur hergesehen ein wichtiger Bestandteil von Zellmembranen. 
Es beeinflusst die physikaiischen Eigenschaften der Membran, insbesondere ihre FluiditaL 
Es wird sehr haufig in der Pharmazeutischen Industrie eingesetzt, insbesondere als 
Bestandteil von Liposomen. Cholesterol hat die Eigenschaft Membranen steifer zu machen. 
Der Zusatz von Cholesterol QberfQhrt die Membran in einen geordneten, fluiden Zustand 
Qber einen groBen Temperaturbereich. AuSerdem wurde der Gebrauch neusynthetisierter 
Cholesterolderivate schon sehr frQh untersucht. 
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Die zuvor beschriebenen Komponenten zeigen eine Vielzahl von positive Eigenschaften bei 
der Behandlung der genannten Erkrankungen sowie bei der Applil<ation von Wirkstoffen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Bispliosphonsauren und Derivate davon mit 
der folgenden Formal (I) 



worin ist H, OH, CrCe-Alkyl, CrCe-Alkoxy, Ci-Ce-HydroxyalkyI, CrCe-AminoalkyI, Ci- 

Ce-HalogenalkyI ist, 

X ist eine direkte Bindung, Alkylengruppe mit 1 bis 20 KoPilenstoffatoman, 



(CH3)m-(OCR^HCH2)n-(0)o-, worin H oder CH3 bedeutet und m fur 0 oder 
eine Zahl von 1 bis 6, n fur eine Zaiil von 1 bis 10, insbesondere 1 bis 6, und 
o fur 0 Oder 1 steht, 

-(CR'^HCH20)p-, worin R"^ H oder CH3 bedeutet, p fur eine Zahii von 1 bis 10, 
insbesondere 1 bis 6, steht, 

(CH3)q-(OCR^HCH2)r(0)s-(CH3)r, worin R^ H oder CH3 bedeutet, und q fur 0 
Oder eine Zahl von 1 bis 6, r fur eine Zahl von 1 bis 10, insbesondere 1 bis 6 
und s fur 0 oder 1 und t fur eine Zahl von 1 bis 6 steht, 
R^ ist ein Rest mit der Formel (II) 




HO — P=0 

^X- 

HO— p =0 



OH 



(1) 




CH3 



'CH3 



(") 



Oder ein Fettalkylrest oder ein Fettsaurerest mit 8 bis 22 Kohlenstoffatomen, 
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sowie deren physiologisch annehmbaren Derivate, insbesondere Saize und 
Trimethylsilylderivate. 

Die erfindungsgemalSen Verbindungen eignen sich insbesondere zur Herstellung 
liposomaler Zubereitungen und zur Herstellung von Medikamenten, die zur Behandlung von 
Tieren und Menschen verwendet werden konnen, eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemalXen Bisphosphonsaureverbindungen konnen in Form ihrer Sauren aber 
auch als SaIze oder Trimethylsilyl-Derivate vorliegen. In den Trimthylsilylderivaten ist 
wenigsten eine der OH-Gruppen am P durch eine Trimethylsilylgruppe ersetzt. Als SaIze 
komme alle physiologisch vertraglichen Salz in Betracht, insbesondere die Alkali-, Erdalkali- 
und Ammoniumsalze. 

Besonders bevorzugt sind solche Verbindungen mit der Formel (1) in denen OH und 
ein Rest mit der allgemeinen Formel (II) (d.h. Cholesteryl-3-hydroxy-bisphosphonsaure) ist, 
ihre Ifislichen SaIze davon, mit oder ohne Spacer-MoIekQI. Ist der Rest R^ ein Fettalkylrest, 
ist dieser bevorzugt ausgewahit aus Fettalkylresten mit 12 bis 18 Kohlenstoffatomen, \vie 
einem Rest der sich von Dodecancarbonsaurere oder Palmitinsaure ableitet, d.h. die 
Verbindungen mit der Formel I (Do)-decanbisphosphonsaure oder Paimitylbisphosphon- 
saure sind. 

Die erfindungsgemalXen Verbindungen zeichnen sich durch eine Vielzahl von 
Anwendungsmoglichkeiten aus, wie z. B. als Chelat-Komplexblldner fdr di- und trivalente 
Metallionen in technischen und industrielien Anwendungen, als Korrosionsschutzmitte! in 
technischen und industrielien Anwendungen, als pharmazeutischer Wirkstoff, als Hilfsmittel 
fQr den Wirkstofftransport oder als Diagnostikum. 

Die pharmazeutisch/pharmakologisch aktiven Substanzen konnen aus beliebigen 
Wirkstoffen ausgewahit sein, wie Krebstherpeutika, Virustatika, Antibiotika, antimykotische, 
antiinflammatorische, das Knochengewebe stimulierende oder das Knochengewebe 
unterdrQckende Substanzen, wobei diese Aufzahlung nicht abschlieSend ist. Als Antibiotika 
konnen insbesondere Aminoglykoside, Penicilline, Cephalosporine, Tetracycline, Makrolide, 
Lincosamide, Fluoroquinolone, Streptogramine, Nitroimidazole, Azole, Polyene, Polypeptld- 
Antibiotika, antibiotische Oligonukleotide, Insbesondere Gentamycin, Amkacin oder 
Tobramycin, Nafcillln oder Piperacillin, Cefepim oder Cefuroxim, Tetracyclin oder Doxycyclin, 
Erythromycin, Clarithromycin oder Azithromycin, Klindamycin, Ciprofloxacin oder 
Moxifloxacin, Dalfopristin oder Quinupristin, Metronidazol, Miconazol oder Ketoconazol, 
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Amphotericin B, Vancomycin oder Bacitracin genannt werden. Als Beispiele fur 
Krebstlierapeutika l<onnen Folsaureantagonlsten, Aikyiantien, Antimetabolite, 
Purinantagonisten, Pyrimidinantagonisten, Pfianzenalkaloide, Anthracycline, 
Hormonantagonisten, Aromataseinhibitoren, Bisphosphonate oder Antisense 
Oiigonukleotide genannt werden. 

Weitere Gruppe pharmazeutiscli wirksame Substanzen konnen ausgewahit werden aus 
Sulfamethoxazol oder Sulfadiazin, Cisplatin oder Procarbazin, l\/lethotrexat, Mercaptopurin, 
Fluorouracil oder Cytarabin, Vinblaslin, Vincristin, Etoposid oder Paclitaxel, Doxorubicin, 
Epirubicin, Pirarubicin, oder Daunorubicin, Goserelln oder Aminoglutethimid, Etidronat, 
Pamidronat, Risedronat oder Clodronat. 

In einer weiteren AusfQhrungsform werden die erfindungsgemaiSen Bisphosphonsauren in 
Gegenwart von sogenannten Duplexmolekulen eingesetzt, beispielsweise solchen, die aus 
kovalentgebundenen Fluoruracilen und Cytosinarabinosiden bestehen. 

Die erfindungsgemalSen Verbindungen zeichnen sicli durch eine Affinitat zum Knochen auf 
und eignen sich daher sowohl als Hilfsmittel fur den Wirkstofftransport als auch fur den 
Transport von Diagnostlka. in diesen AusfQhrungsformen sind die erfindungsgemSlien 
Verbindungen an ein aktives Agens (WIrkstoff) und/oder an ein Diagnostikum gebunden 
Oder werden als Tragermaterialien fQr diese Substanzen eingesetzt. Beispiele fur 
therapeutische Wirkstoffe sind z.B. Knochenkrebstherapeutika, die im Knochengewebe und 
im Knochenmark von Mensch und Tier eingesetzt werden. 

In einer weiteren AusfQhrungsform konnen die erfindungsgemalSen Verbindungen und ihre 
Derivate als Transportmolekule fQr divalente Kationen, insbesondere als zielgerichtete 
Liganden von Calciumionen fQr die Behandlung von Calcium-Metabolismus-Erkrankungen, 
eingesetzt werden. 

EIne weitere AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft die Venwendung der 
erfindungsgemalJen Bisphosphonsaueren und ihrer Derivate zur Behandlung von 
Knochenmetastasen . 

In der pharmazeutischen Anwendung werden die erfindungsgemaBen Verbindungen 
vorzugsweise in Kombination mit einem Qblichen Tragermaterial und ggf. weiteren 
Hilfsmittein eingesetzt. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
der Verbindungen mit der Formel I, in welchem eine Verbindung mit der Formel III, R^-X- 
COOH Oder ein real^tives Derivat davon In an sicli bekannter Weise mit der 
Bisphosphonsaure oder Tris(trimethylsiIyl)phosphit umgesetzt und das eriialtene Produl<:te 
direkt isoliert oder durch Hydroiyse in die Pliospiionsaure QberfQhrt wird. Die weitere 
Umsetzung in die physiologisch vertragliclnen Saize l<ann Umsetzung mit geeigneten Basen 
erfolgen. 

In einer weiteren Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung werden die erflndungsgemaiien 
Verbindungen mit der Formel I in einer Zusammensetzung in Gegenwart von geeigneten 
Konjugaten eingesetzt. Die Konjugate konnen ausgewahit sind aus Liposomen, 
Nanopartikein, Nanospheres, Nanokapsein, l\/lizei[en oder Polymersystemen. Vorzugsweise 
werden die Verbindungen der ailgemeinen Formel (I) oder ihre Derivate in Kombination mit 
einer Miscliung von Phospliolipiden, einschlielilich einem Uronsaure-Derivat als 
Ummantelungsmaterial oder einem anderen Ummantelungsmaterial, verwendet, wobei 
Menge, Art und Konzentration der einzelnen Bestandteile beliebig und in Abhangigkeit vom 
Anwendungszweck ausgewahit werden. Als Uronsaurederivate konnen z. B. Palmityl-D- 
glucuronid oder Galactosyl-D-glucuronid in Konzentrationen von 0,1 bis 25 mol% eingesetzt 
werden. In dieser Ausgestaltung ist das erfindungsgemaBe Bisphoshphonsaurederivat an 
ein langzirkulierendes Liposom gebunden, welches mit einem Uron-Saure-Derivat als 
Ummantelungssubstanz modifiziert ist. 

Als Phospholipide kann die Zusammensetzung Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerol, 
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylsaure, Sphingomyelin, Ceramid 
in Ihren naturlichen, halbsynthetischen oder synthetischen Formen sowie Stearylamin und 
Cholesterol umfassen, wobei ein Phospholipidgemisch, das Dipalmitoylphosphatidylcholin 
und Dimyristoylphosphatidylglycerol enthall, besonders bevorzugt ist. Als Polymere kann die 
Zusammensetzung Polyvinylpyrrolidone oder Polyethylenoxide enthalten. 

Diese Zusammensetzung kann auch eine oder mehrere der oben beschriebenen 
Aktivsubstanzen in einer beliebigen Konzentration enthalten. Diese Substanzen konnen 
ausgewahit sein aus den bereits beschriebenen pharmazeutisch wirksamen Substanzen und 
Diagnostika, aber auch aus Desinfektionsmittein, Chemikalien und Magnetpartikeln. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
eienr liposomalen Zubereitung, worin eine Rohmischung der einzelnen Bestandteile, wie 
Palmityl-D-glucuronid, Phospholipiden, Bisphosphonsaure(n) oder ein Derivat davon mit der 
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allgemeinen Formel (I) und beliebige einzelne oder Kombinationen von aktiven Substanzen 
durch Ultraschall, Hochdruckextrusion, oder Hochdruckhomogenisation miteinander 
vermischt werden. Es wird ein Liposomenprodukt erhalten, das vorzugsweise einen mittleren 
Partikeldurchmesser von 30 bis 1000 nm aufweist. 

Die erfindungsgemafle llposomale Zusammensetzung wird vorzugsweise in eine wassrige 
Dispersion oder ein Lyopliilisat. Diese Zubereitungen sind insbesondere zur Herstellung von 
pharmazeutischen Formulierungen, wie zur Injektion oder Inhalation, geeignet. Diese 
Formulierungen enthalten Dblicherweise einen oder mehrere Aktivsubstanzen. Als Beisplele 
kfinnen die bereits genannten Krebstherapeutika, Antibiotika oder Antisense Oligonukleotide 
angefulirt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung betrifft die Verwendung der 
erfindungsgemalien Verbindungen mit der Formel I zur Herstellung eines Medikaments zur 
Behandlung von Human- und Tierkrankheiten. Die Applikation dieser Mittel kann auf 
intravenose oder orale Weise oder jede beliebige andere Weise erfolgen. 
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Beispiele 

Beispiel 1: Zubereitung von Cholesteryl-S-hydroxy-bisphosphonsaure 

Cholesterylchlorid wurde uber die entsprechende Grignardverbindung in die Carbonsaure 
iiberfuhrt (Ausbeute: 35%). Dieses Produkt wird dann in Gegenwart von Oxalylchlorid in das 
Saurechlorid umgewandeit (Ausbeute: 95%). 

6,5 g (0,015 mo!) Saurechlorid wird in 150 mL THF gel5st. Unter Stickstoff wird langsam 
13.4 g (0,045 mol) P(OSiMe3)3 bei 0^*0 zugegeben. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 
3 h geruhrt. 

Danacli werden 0,5 mL (0,03 mol) Wasser zugefugt und die flQchtigen Bestandteile werden 
im Vakuum bei 90°C abgezogen. 

Der Feststoff wird in Ethylacetat gelost und 1 h unter Ruckfluss gekocht. 
Dann wird abfiltriert und der verbleibende Feststoff zweimal mit Hexan gewaschen. Das 
Produkt wurde im Vakuum (0,001 Torr) getrocknet (Ausbeute: 81%). Cholesteryl-3-hydroxy- 
bisphosphonsaure: MS: Molekulion m/z 561 [M+Hf; ^^P-NMR 6 = 21.6 ppm. 

Beispiel 2: Leertiposomen bestetiend aus Dodecan-bisphosphonsaure 
Liposomen enthaltend Soja-Phosphatidylcholin, Cholesterol, Palmityl-D-glucuronid und 
Dodecanbisphosphonsaure in einem molaren Verhaltnis von 1,0:0,3:0,1:0,1 (100 mg/ml) 
wurden mit Ultraschall hergestellt. Der Teilchendurchmesser betrug 120 ± 40 nm. Er wurde 
durch Photonenkorrelationsspektroskopie (light scattering) bestimmt. 

Beispiel 3: Leertiposomen bestehend aus Palmitylbisphosphonsaure 

Liposomen enthaltend Soja-Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerol, Palmityl-D-glucuronid 
und Palmitylbisphosphonsaure in einem molaren Verhaltnis von 1,0:0,2:0,1:0,1 (100 mg/ml) 
wurden mit Ultraschall hergestellt. Der Teilchendurchmesser betrug 120 ± 40 nm. Er wurde 
durch Photonenkorrelationsspektroskopie (light scattering) ermittelt. 

Beispiel 4: Leertiposomen bestehend aus Cholesteryl-S-hydroxy-bisphosphonsaure 
Liposomen enthaltend Soja-Phosphatidylcholin, Cholesterol, Palmityl-D-glucuronid und 
Cholesteryl-3-hydroxy-bisphosphonsaure in einem molaren Verhaltnis von 0,5:0,14:0,05:0,03 
(50 mg/ml) wurden mit Ultraschall und Hochdruckfiltration hergestellt. Der 
Teilchendurchmesser betrug 120 ± 40 nm. Er wurde durch Photonenkorrelations- 
spektroskopie (light scattering) ermittelt. 
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Beispiel 5: Chotesterylbisphosphons§uren mit Oxyethylen-Bausteinen als „Spacer„ zwischen 

Steroid und Saurefunktion. 
Alle verwendeten Losungsmittel wurden sorgfaltig getrocknet, die Diole (Ethylenglykol, 
Triethylenglykol) Qber Calciumhydrid destilliert und die Reaktionen in einer Atmospliare von 
trockenem Stickstoff durchgefQhrt. 

1, Cholesteryl-toluol'P'Sulfonat 

Zu einer Losung von 30 g (77.6 mmol) Cliolesterin in 250 ml Pyridin, wurden 22.2 g (116.4 
mmol) Toluol-p-sulfonylchlorid gegeben. Die Reaktionsmischung wurde fur 24 h bei 
Raumtemperatur geruhrt und anschlieRend 200 ml Eiswasser langsam dazugegeben. Der 
gelbliclie Niedersclilag wurde filtriert, mit Ethanol gewaschen (3x70 ml). Das Produkt war ein 
weilSes Pulver in 95% Ausbeute (39.9 g), 

2. Cholesteryl'hydroxyethylether 

Eine Losung von 1 mmol Cholesteryl-toluene-p-sulfonate und 200 mmol von Ethylen- Oder 
Triethylenglykol in Dioxan wurde wahrend 2.5 h zum Sieden erhitzt. Nach dem Abpumpen 
des Losungsmittels im Vakuum wurde das verbleibende Ol in Dietliylether aufgenommen 
und mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, 
dann abfiltriert und das LSsungsmittel abgezogen. Im Falle von Cholesteryl- 
hydroxyethylether wurde der feste RQckstand mit Hexan gewaschen. Es verblieb ein 
weilles Pulver in 86% Ausbeute. Im Falle von Cholesteryl-3,6-dioxaoctan-1-ol war eine 
Reinigung uber Silicagel notwendig. Gelbe Verunreinigungen wurden mit Hexan 
ausgewaschen. Das Produkt wurde mit einem (90/10) Dichloromethan-Methanol-Gemsich 
eluiert und die Losungsmittel im Vakuum abgepumpt. Der RQckstand war das gewunschte 
Produkt in 74% Ausbeute. 



3, Cholesteryloxyethyl-Carbonsauren 

1.1 mmol nBuLi (1.4 M Losung in Hexan) wurde zu einer Losung von Cholesterin sowie der 
Hydroxyethylether (siehe 2) in THF bei -78'*C gegeben, die Reaktionsmischung 10 min. 
geruhrt und mit einem zweifachen Oberschuli von Lithiumbromacetat versetzt Nach 20 min. 
wurde auf Raumtemperatur erwarmt. Nach 16 h bei Raumtemperatur wurde die Mischung 
fur 3 h auf 60°C gehalten. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, Diethylether wurde 
dazugegeben und die organische Phase mehrere Male mit Wasser gewaschen, und im 
Vakuum getrocknet. 2-(Cholesteryloxy)essigsaure^ wurde in 85% Ausbeute isoliert, [2- 
(Choiesteryloxy)ethoxy]essigsaure in 60% Ausbeute nach Umkristallisation aus Hexan; 
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{2-[(Cholesteryl-3,6-dioxaoctan-1 -ol)oxy]ethoxy}essigsaure wurde in 70% Ausbeute 
isoliert, indem eine Losung des Rohprodukts in einer (1/1) Ether/Pentan-Gemisch durch eine 
Saule mit Siiicagel geschicfct und dann mit einem (5/1) Dicfiloromethan/Methanol-Gemisch 
eiuiert wurde. 

4. Synthese der entsprechenden BIsphosphonsauren 

Die Carbonsauren aus 3 wurden in Dicliloromethan mittels Oxalylclilorid in die Saurectiloride 
Qberfulirt. die dann ohne weitere Reinigung mit Tris(trimethylsilyl)pliosphit in Ether 
umgesetzt wurden, gefolgt von der sauren Hydrolyse der entstehenden trimethylsilylierten 
Bisphosplnonsaureester, die zu den gewunscliten freien Bisphosphonsauren in 80-95% 
Ausbeute fOhrte. 



aus 2-(Cholestery[oxy)essigsaure 

2-(2, 3, 4, 7, 8, 9,10,1 1, 12, 13, 14, 15,16,1 7-tetradecahydro-1 0, 13-dimethyM7-(6-methylheptan- 
2-yl)-1H-cyclopentala]phenanthren-3-yloxyyi-hydroxy-1-phosphono 

C29H52O8P2 (590.31); NMR: "^H (DMSO-de): 0.3-2.7 ppm (m, 43 H), 3.3 ppm (1 H), 4.2 ppm 
(m, 2 H), 5.4 ppm (breit, 1 H), 10.2 ppm (breit, 5H); (DI\/lSO-d6):18.8 ppm (t, J =11.99 
Hz). 




OH 




aus [2-(Choiesteryloxy)ethoxy]essigsaure 
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2-(2-(2, 3, 4, 7, 8, 9.10.1 1, 12, 13, 14, 15, 16,1 7-tetradecahydro-10. 13-dimethyM 7-(6- 
methylheptan-2-yl)-1H-cyclopenta[aJphenanthren-3-yloxy)ethoxy)-1-hydroxy-1- 
phosphono)ethylphosphonsSure; C31H56O9P2 (634.3); NMR: (DMSO-de): 0.59-2.63 ppm 
(m, 43 H), 3.28 ppm (m, 1 H), 3.72 ppm (m, 4 H), 4.17 ppm (m, 2 H), 5.37 ppm (m, 1 H), 
10.4 ppm (breit, 5 H); (DMSO-de): 20.1 ppm (t, J = 13.87 Hz). 



aus {2-[(Cholesteryl-3,6-clioxaoctan-1 -ol)oxy]ethoxy}essigsaure 

2-(2-(2-(2-(2,3,4,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16,17-tetradecahydro-10, 13-dimethyl-17-(6-methyl- 
heptan-2-yl)-1H-cydopenta[a]phenanthren-3-yloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)-1-hydroxy-1- 
phosphono)ethylphosphonsaure; C35H64O11P2 (722.39); NMR: (DMSO-de): 0.20-2.39 ppm 
(m, 43 H), 3.3 ppm (m, 1 H), 3.49 ppm (m, 12H), 5.28 ppm (breit, 1 H), 3.82 ppm (t, 2 H, J = 
10.99 Hz), 10.8 ppm (breit, 5 H); ^^P (DMSO-de) 18.8 ppm (t, J = 10.9 Hz). 
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Patentanspriiche 



1 . Bisphosphonsaure mit der allgemeinen Formel (I) 




worin ist H, OH, Ci-Ce-AlkyI, Ci-Ce-Alkoxy, Ci-Ce-HydroxyalkyI, Ci-Ce-AminoalkyI, 
Ci-Ce-Halogenalkyl ist, 

X ist eine direkte Bindung, Alkylengruppe mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen, 
(CH3)m-(OCR^HCH2)n-(0)o-, worin H oder CH3 bedeutet und m fur 0 
Oder eine Zahl von 1 bis 6, n fur eine Zahl von 1 bis 10, insbesondere 1 
bis 6 und o fur 0 oder 1 stelit, 

-{CR^HCH20)p-, R"* H Oder CH3 bedeutet, p fur eine Zahl von 1 bis 10, 
insbesondere 1 bis 6, steht, 

(CH3)q-(OCR^HCH2)r{0)s-(CH3)r, worin R^ H oder CH3 bedeutet, und q 
fur 0 Oder eine Zahl von 1 bis 6, r fur eine Zahl von 1 bis 10, 
insbesondere 1 bis 6 und s fur 0 oder 1 und t fur eine Zahl von 1 bis 6 
steht, 

R^ ein Rest mit der Formel (II) ist 




Oder ein Fettalkylrest oder Fettsaurerest mit 8 bis 22 Kohlenstoffatomen, 
sowie deren physiologisch annehmbaren Derivate, insbesondere Saize und 
Trimethyisilylderivate. 
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2. BisphosphonsSure nach Anspruch 1 , worin OH ist und ein Rest ist, der der 
allgemeinen Forme! (II) entspricht. 

3. Verwendung der Bisphosphonsauren nach Anspruch 1 als Chelat-Komplexbildner 
Oder Transportmittel fQr di- und trivalente Metallionen in technischen und industriellen 
Anwendungen, als Korrosionsschutzmittel in technischen und industriellen 
Anwendungen, als pharmazeutischer Wirkstoff, als Hilfsmittel fur den 
Wirkstofftransport oder als Diagnostikum. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung mit 
der allgemeinen Formel (I) an ein aktives Agens oder an ein Diagnostikum gebunden 
ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass das aktive 
Agens oder das Diagnostikum ausgewahit ist aus Krebstherpeutika, Virustatlka, 
Antibiotika, antimykotische, antiinflammatorische, das Knochengewebe stimulierende 
Oder das Knochengewebe unterdrQckende Substanzen. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 3 bis 5 in Kombination mit oder als 
Bestandteil von Liposomen, Nanopartikein, Nanospheres, Nanokapseln, Mizellen 
Oder Polymersystemen. 

7. Verfahren zur Herstellung der Verbindungen mit der Formel I, in welchem eine 
Verbindung mit der Formel III, R^-X-COOH oder ein reaktives Derivat davon in an 
sich bekannter Weise mit der Bisphosphonsaure oder Tris(trimethylsilyi)phosphit 
umgesetzt und das erhaltene Produkte direkt isoliert oder durch Hydrolyse In die frei 
Phosphonsaure Qberfuhrt wird. 

8. Liposomale Zusammensetzung enthaltend eine Verbindung mit der allgemeinen 
Formel I, Phospholipide und/oder einem Uronsaure-Derivat. 

9. Liposomale Zusammensetzung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das 
als Uronsaurederivate Palmityl-D-glucuronid und/oder Galactosyl-D-glucuronid in 
Konzentrationen von 0,1 bis 25 moi% enthalten sind. 
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10. Uposomale Zusammensetzung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Phospholipie ausgewahit sind aus Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerol, 
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinosltol, Phosphatidylsaure, Sphingomyelin, 
Ceramid in ihren natQrIiclien, fialbsynthetisclien oder syntlietisclien Formen sowie 
Stearylamin und Clnolesterol. 

11. Liposomale Zusammensetzung nacli einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie als wasserige Dispersion oder als Lyophilisat vorliegt. 

12. Verfahren zur Herstellung einer liposomalen Zubereitung nach den Anspruchen 8 bis 
11, worin eine Rohmischung der einzelnen Bestandteile, wie Palmityl-D-glucuronid, 
Phospholiplden, Bisphosphonsaure(n) oder ein Derivat davon mit der allgemeinen 
Formel (1) und beiiebige einzelne oder Kombinationen von aktiven Substanzen durch 
Ultraschaii, Hochdruckextrusion, oder Hochdruckhomogenisation miteinander 
vermischt werden. 



13. 



Verwendung einer liposomalen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 8 bis 
11 zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Human- und 
Tierkrankheiten. 
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